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(E) ELISA スクリーニング 
(F) 免疫組織化学スクリーニング 
















 (F) プロテインマイクロアレイ 
 (G) ウエスタンブロット、免疫組織化学による検証 
2-4. 考察 
 











 (A) drebrin の臨床病理学的特徴 
 (B) その他の癌種及び、正常組織における drebrin の発現 















EGFR：epidermal growth factor receptor 
ALK：anaplastic lymphoma kinase 
IgG: immunoglobulin G 
ChIP：chromatin immunoprecipitation 
IP：immunoprecipitation 
LC-MS/MS：liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
EDTA：ethylenediaminetetraacetic acid 
HE：hematoxylin-eosin 
AAH：atypical adenomatous hyperplasia 
AIS：adenocarcinoma in situ 






























(ⅳ)酵素や骨格蛋白などのその他：neuron specific enolase(NSE)、cytokeratin 19 
fragment(CYFRA21-1)  
臨床的に肺癌で主に利用されている血清学的癌マーカーは、CEA、CYFRA21-1、squamous 
cell carcinoma antigen(SCC)、NSE、Pro-gastrin-releasing peptide (ProGRP)などが
ある。5-8 一方肺癌で利用される病理学的癌マーカーは、腺癌の診断で利用されるマー
カーとしては、Napsin Aや thyroid transcription factor 1 (TTF-1)があり、扁平上
皮癌の診断で利用されるマーカーとしては、p-63 や p-40(ΔNP-63)、cytokeratin 5/6
などが利用されている。神経内分泌癌の診断で利用されるマーカーとしては、神経内分
泌細胞の分化マーカーである chromogranin A、synaptophysin、neural cell adhesion  
molecule(NCAM/CD56)がある。hepatocyte nuclear factor-4α(HNF-4α)は、消化管上
皮への分化マーカーであるが、浸潤性粘液性腺癌のマーカーに用いられている。9-13 そ










































目のリジンがトリメチル化修飾されたヒストン 3抗体 H3K4me3 や、27 番目のリジンが
アセチル化修飾されたヒストン 3抗体(H3K27ac)などがある。また転写不性活ヒストン
抗体として、27番目のリジンがトリメチル化修飾されたヒストン 3抗体(H3K27me3)や、














































500 IU/ml、I型コラゲナーゼ (Wako) 50 ng/ml、デオキシリボヌクレアーゼⅠ (DNase
Ⅰ) (Worthington biochemical corporation, Lakewood, NJ) 0.1 μg/ml、fetal bovine 
serum (FBS) 1％が含まれる Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, 
St. Luis, MO)に細切したミニブタ胎仔肺組織を入れ、37℃の高温水槽にて 20 分振盪、
細胞分散した。室温で 10分静置後、上清を回収し、70μmのセルストレイナー(Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA）を通し、分散細胞を回収した。回収した浮遊細胞を
リソピュア核・細胞質蛋白質エキストラクターキット（Wako）を使用し、細胞質分画、
核分画を分け-80℃にて保存した。蛋白濃度測定は、Bicinchoninic Acid (BCA)タンパ
ク質アッセイキット(Thermo Fisher Scientific)を用いた。手術後肺腺癌 3 症例の核分
画も同様に行った。クロマチン免疫沈降(ChIP)は、凍結肺癌組織(肺腺癌 6 症例＋大細
胞神経内分泌癌１例)を凍結組織切片作製用包埋剤(Sakura finetek Japan, Tokyo, 
Japan)に入れ、10μmに薄切、１％ホルマリン溶液にて 10分間固定、TBSE(20mM Tris-HCl 
pH7.5、150mM NaCl、1mM EDTA)にて洗浄した。抽出バッファー（50mM Tris-HCl pH7.5、
10mM EDTA、1%SDS）を入れ、ソニケーション 10 分間後、Protein G磁気ビーズ(Cell 
signaling, Danvers, MA)とヒストン抗体 H3K27ac (Merck, Darmstadt, Germany)と
H3K27me3 (Merck) を混ぜ、4℃ over nightにて緩やかに振盪した。洗浄後、溶出バッ




ーション 10分行った。等量の完全フロイトアジュバント 37a (Becton, Dickinson and 










パ球とマウスミエローマ細胞 SP2/0 を 4×107個を混ぜ、ポリエチレングリコール
(Sigma-Aldrich)を用いて細胞融合した。HT 培地(Sigma-Aldrich)入れ、37℃ 10％CO2
にて 20時間培養した。ClonaCell®-HY Hybridoma Cloning kit (Stemcell Technologies, 
Vancouver, British Columbia, Canada)を使用し、HAT 選択培地を用いて 96 ウェルプ




バンカー(Takara Bio Inc, Shiga, Japan)を入れ、-80℃で保存した。 
  
(E) Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)スクリーニング 
 コーティングバッファー（炭酸バッファー ｐH9.6）として、抗マウス IgG 抗体
(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)5μg/ml を 96ウェルプレート(Sumitomo 
Bakelite Co, Tokyo, Japan)に 50μL/ウェルいれ、4℃ over night にてコーティング
した。2.5％スキムミルク(Morinaga, Tokyo, Japan)・トリスバッファー溶液(TBS)150
μl/ウェルを使用し、ブロッキング室温 1時間、TBS 洗浄後、ハイブリドーマ上清 50
μl/ウェルいれ、室温 30 分反応させた。TBS 洗浄後、検出バッファーとしてペルオキ




ジン(TMB) 溶液 (Thermo Fisher Scientific)にて発色１分、0.4mol/l塩酸にて反応を







ン後、トリス EDTA 溶液(pH9)の中にスライドを入れ、オートクレーブを用い 105℃10 分
で賦活化した。自動免疫組織化学染色装置 BenchMark ULTRA (Roche Diagnostic, Basel, 





(G) マウス IgG アイソタイプ 
選別したハイブリドーマクローン産生抗体のアイソタイプ決定には、マウス単クローン





7 週齢 BALB/c マウスにプリスタン(Sigma Aldrich) 0.5ml を腹腔内投与した。10日後
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に PBSに置換したハイブリドーマ細胞を 1×106個/0.5mlを腹腔内投与した。さらに 7
～10日後に、腹部が膨張をしたマウスを 18G針にて腹腔穿刺し腹水回収し、安楽死さ
せた。回収腹水は 3000×g 10分にて遠心し、上清を回収した。10 倍濃縮 TBS(pH7) を
腹水の 10％量をいれ、4℃でゆっくり撹拌しながら、等容量の飽和硫安を添加し、1時
間撹拌した。上清を除去し、50％飽和硫安を少量加え、9500g×10 分で遠心、沈殿を回
収し、TBS 1ml に溶解した。この溶液をスライド Aライザー (Thermo Fisher Scientific)
にて PBSに置換、1.2μm、0.45μm、0.21μm のシリンジフィルター(Merck)を用いて不







(Thermo Fisher Scientific) 、ミニブタ組織は T-PER( Thermo Fisher Scientific)を
使用し、１％のプロテアーゼ・ホスファターゼ阻害剤カクテル(Sigma-Aldrich)を混合
した。陽性コントロールとしてヒトリコンビナント drebrin 蛋白（GST-tag human 
drebrin E）(abnova, Taipei, Taiwan)を使用した。抽出した蛋白を BCAタンパク質ア
ッセイキットにて濃度測定し、蛋白量 20μgと Lane Marker Non-Reducing Sample 
Buffer (Thermo Fisher scientific)と dithiothreitol(DTT,Bio vision,Inc., 
Milpitas,CA)を混合し、95℃5分でボイルした。ボイルしたサンプルを 7.5％ミニプロ
テイン TGX ゲル (Bio-Rad Laboratories)に入れ、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳
動(SDS-PAGE)を行った。泳動したゲルを iBlot ゲル転写システム(Life Tecnologies) 
を使用し PVDF膜に転写した。ブロッキング溶液 (Thermo Fisher Scientific)でブロッ
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キング後に、一次抗体を 4℃ over nightで反応させた。使用した一次抗体は、B246 0.07 
μg/ml、C220 0.2 μg/ml、C313 0.13 μg/ml、C344 0.1 μg/ml、A241 0.2μg/ml、A51 
0.3μg/ml、A103 0.1μg/ml、ラビット抗 drebrin A多クローン抗体(DAS2) (IBL, Gunma, 
Japan) 100 倍希釈、マウス抗β-アクチン単クローン抗体(Sigma aldrich)5000 倍希釈、
マウス抗α⁻チューブリン単クローン抗体(Wako)500 倍希釈、ラビット抗ラミン B多ク
ローン抗体(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX )1000 倍希釈、マウス抗 TTF-1
単クローン抗体(Abcam)1000 倍希釈を用いた。二次抗体はペルオキシダーゼ標識抗マウ
ス IgGFc抗体(Sigma-Aldrich) 5万倍倍希釈、ペルオキシダーゼ標識抗ラビット IgG 抗




Crosslink Magnetic IP/Co-IP kit(Thermo Fisher Scientific) を使用し、プロトコ
ールに従い、精製抗体5μℊを磁気ビーズに結合させ、PC-9・Calu-3蛋白を用い、4℃ over 
















フィルジェン(Nagoya, Japan)に受託解析を依頼し、A HuProt™array (HuProt™ Human 
Proteome Microarray v2.0 (CDI Laboratories, Baltimore, MD) を使用した。19275
個のリコンビナント蛋白を搭載したプロテインアレイに B246 10 μg/ml と A103 10μ
g/mlを室温 2時間で反応させた。 検出するための 2次抗体は、546 nm蛍光色素標識マ
ウス IgG抗体と 647nm蛍光色素標識 streptavidinを使用し、室温 2時間で反応させた。
テカン LS400 マイクロアレイスキャナー (Tecan, Männedorf, Switzerland)を用いて
蛍光波長を読み取り、Genepix pro software (Molecular Devices Sunnyvale, CA)にて
解析した。 
 
(M) 細胞株  
肺腺癌細胞株 A549 と PC-9、LC-2/adは、理研細胞材料開発室 (Ibaraki, Japan)より
購入した。肺腺癌細胞株 Calu-3と H23、HCC827、H1650、H1975 は American Type Culture 
Collection (ATCC, Manassas, VA)より購入した。異型腺腫様過形成(AAH)細胞株 PL-16T
は筑波大学診断病理研究室で樹立したものを使用した。24 A549は 10％FBS添加 DMEM/F12 
(Thermo Fisher Scientific) にて維持培養した。PC-9、H23は、10％FBS添加 RPMI 1640 
にて維持培養した。LC-2/ad は、RPMI1640：Ham’s F12(Thermo Fisher Scientific)(1:1)
で維持培養した。Calu-3は 10％FBS添加 Minimum Essential Medium (MEM) alpha (Thermo 








 免疫原に使用した肺癌組織 13症例（肺腺癌 12例、大細胞神経内分泌癌 1 例）、及び
スクリーングに用いた組織マイクロアレイに搭載された肺癌 22症例（肺腺癌 17 例、肺















































であった。組織マイクロアレイ上の肺腺癌陽性数は、B246 は 10/15 例、C220 は 7/15例、
C313は 5/14 例、C344は 3/11例であった。 
候補クローンのマウス単クローン抗体アイソタイプは、IgG1κが A241、B246、C220、
C313、C344 の 5つのクローン、IgG2bκが A51、A103クローンであった。正常と肺腺癌
の差が最もはっきりしている染色パターン（ⅲ)を中心に解析し、その中でも染色肺腺




９A) 同染色パターンの A103は、220kDa 付近にミニブタ胎仔肺、ヒト肺腺癌細胞株
(PC-9、LC-2/ad、H23、Calu-3)においてバンドを認めた。(図９B) 染色パターン(ⅱ)
の A241クローンは、ミニブタ胎仔肺において 120ｋDa 付近にバンドを認めたものの、















B246抗体と A103 抗体を用いて、フィルジェンを介して HuProt™array の受託解析を
行った。B246 は、drebrin(DBN1)のみに反応し、その他の蛋白とは反応は認めなかった。
(図１２) A103抗体は hematopoietic cell-specific Lyn substrate 1(HCSL1)と強く
反応したが、その他 protein phosphatase 1 regulatory subunit 7 (PPP1R7)、
tropomodulin 1 (TMOD1)、mitogen-activated protein kinase 11 (MAPK11)、nucleotide 
binding protein 2 (NUBP2)、tropomodulin 4(TMOD4)、mitogen-activated protein kinase 
14 (MAPK14)、thiopurine S-methyltransferase (TPMT)、diablo IAP-binding 




プロテインアレイ結果から、drebrin が B246 抗原であることを検証した。ウエスタ
ンブロットでは、陽性コントロールとして、リコンビナント drebrin 蛋白を用い、B246
で反応がみられた。(図１３A) また、他の 3つのクローンもリコンビナント drebrin
蛋白に反応した。(図１３B) 市販の drebrin単クローン抗体（M2F6, MBL, Tokyo, Japan)
での免疫沈降サンプルに 4クローン抗体全て反応し、B246、C220、C344 の 3クローン
の免疫沈降サンプルに M2F6 は反応した。(図１３C、D) C313 に関しては免疫沈降が出
来なかった。さらに M2F6 を使用し免疫組織化学をおこなったところ、B246 との染色性
は一致した。(図１４) 以上より B246 及び他 3クローンとも drebrinを抗原とするこ
とが分かった。市販のウサギ抗 drebrin A 多クローン抗体(DAS2, IBL, Gunma, Japan)
を使用しウエスタンブロットを行ったところ、マウス脳のみ反応し、ミニブタ胎仔肺、
肺腺癌細胞株は陰性であった。(図１３A）10種類の肺腺癌細胞株で発現量に差がある













に染色されるこれらの 4つのクローンは、全て drebrin を認識していた。 
drebrin(developmentally regulated brain protein)は、1985 年白尾らにより、2次







drebrin A と Eの配列の違いは挿入シークエンスの違いであり、drebrin E の配列の中
に 46アミノ酸からなる挿入シークエンス(ins2)が入ったものが drebrin Aである。27(図
















ン症候群、加齢に伴い、脳での drebrin Aの発現が低下する等の報告がある。31-33 しか
しながら、最近では、神経以外の細胞や組織での drebrin の発現、機能解析等が報告さ
れている。精巣において、drebrin Eは、Arp2/3と複合体を形成し、セルトリ細胞同士
の細胞間接着装置 (basal ectoplasmic specialization）と精子細胞同士の細胞間接着
装置 (apical ectoplasmic specialization）の両方において、アクチンフィラメント
束を調整し精子形成に関わると報告されている。34 またCD4陽性Tリンパ球においては、


































40 腺癌亜型分類については第 4版 World Health Organization (WHO)分類を用い、浸潤
性腺癌亜型である置換型(lepidic)、腺房型(acinar)、乳頭型(papillary)、微小乳頭型
（micropapillary）、充実型(solid)の 5つの組織亜型の中で、最も優位な成分で各々の











脱パラフィン後、10nMトリス EDTA バッファー(pH9.0)を用いて 105℃、10 分間のオー
トクレーブによる加熱処理にて抗原賦活化をおこなった。自動免疫組織化学染色装置ヒ
ストステイナー 36A (Nichirei Bioscience, Tokyo, Japan)を使用した。内因性ペルオ
キシダーゼブロックの為、Dako REALTM Peroxidase-Blocking solution (Dako, Tokyo, 
Japan)を室温 5分で反応させたのち、一次抗体 B246 (1.8 μg/ml)を加えて室温で 30
分反応させた。二次抗体としてポリマー法による増感作用を利用した Envision kit 










H-scoreとし、0から 300 の範囲で免疫染色の結果をスコア化した。43 陽性面積は、対
物 200倍で、全領域を観察し、観察した領域数で割り、スコア化した。 


















 (E) 肺腺癌細胞培養上清中の drebrinの検出 
肺腺癌細胞株 PC-9を用いて、60-70％コンフルエント状態から RPMI1640 無血清培地に
替え、飢餓状態にし、12、24、72時間後の培養上清を回収した。上清中に含まれる細
胞を除去する為、4℃×3000g 10分遠心し、上清を回収した。上清の一部をアセトン沈
殿法にて濃縮し、一次抗体に B246抗体、C220 抗体、C313 抗体、C344 抗体、抗 drebrin




(A) drebrin の臨床病理学的特徴 
200症例の術後肺腺癌を対象に、B246 抗体を用いて免疫組織化学にて解析を行った。




(137/158例、88%)は drebrin陽性率が高くなっていた。ROC 曲線の結果から H-scoreが
35(感度 0.515、1-特異度 0.379)をカットオフ値とし、H-score が 35未満を drerin 弱
発現、35以上を drebrin 強発現とした。（図１８、表４） 免疫組織化学の H-score の
結果から drebrin 弱発現群 115例、drebrin 強発現群 85 例と分類した。(図１９) 浸
潤性腺癌における drebrin 強発現症例は、158例中 78 例(49.4％)で、上皮内腺癌・微
小浸潤性腺癌では、42例中 7例(16.7%)であった。腺癌亜型における drebrin強発現は、
置換型腺癌(lepidic)で 50例中 24例 (48%)、腺房型腺癌(acinar)21例中 10例で(47.6%)、
乳頭型腺癌(papillary)で 26例中 15例(57.6%)、微小乳頭腺癌(micropapillary)で 4例
中 3例、充実型腺癌(solid)で 36例中 21例(58.3%)、浸潤性粘液腺癌(invasive mucinous 
adenocarcinoma)で 21例中 5例(23.8%)、上皮内腺癌 27 例中 2 例(7.4%)で、微少浸潤性




現群と比較して drebrin強発現群は統計学的有意に予後が悪かった。(p 値=0.033) 全
生存期間のカプランマイヤー曲線では、drebrin弱発現群と比較して drebrin 強発現群
は、予後が悪い傾向があるが、統計学的有意差は認めなかった。(ｐ値=0.061)(図２３) 
初期肺腺癌における drebrin の発現解析を行う為、肺腺癌 200症例のうち、2㎝以下
の小型肺腺癌、すなわち野口分類 type A-F 97症例に関しても、統計学的解析を行っ
た。ROC曲線を描き H-score が 25(感度 0.588、1-特異度 0.400)をカットオフ値とし、
H-scoreが 25未満を drerin 弱発現、25 以上を drebrin 強発現とした。（図２４、表６）
小型肺腺癌 (野口分類 type A-F) において drebrin 弱発現群が 55例、drebrin 強発現







のない癌(de novo 癌・野口分類 type D・E・F)を除いた、すなわち野口分類 type A-C 80
症例に関して、統計学的解析を行った。ROC 曲線を描き H-scoreが 25(感度 0.692、1-
特異度 0.328)をカットオフ値とし、H-scoreが 25 未満を drebrin 弱発現、25以上を
drebrin強発現とした。（図２７、表８）de novo 癌を除いた小型肺腺癌 (野口分類 type 






部領域がより強く drebrin が発現している症例が数症例認められた。(図３０) また腺
癌の１例において置換型肺腺癌の浸潤部の一領域において drebrin 発現が見られた。
（図３１）浸潤部・非浸潤部における drebrinの発現の明らかな差や drebrin 発現領域
における形態学的な違いは見られなかった。 
癌細胞以外では、腫瘍血管と癌間質で drebrinの発現が見られた。(図３２、３３) 







(B) 他の癌種及び正常組織における drebrinの発現 
多臓器の癌種とそれぞれの正常臓器を搭載した組織マイクロアレイを用いて免疫組織
化学による drebrin の発現を評価した。B246 抗体で染色された症例は、胃癌で 9例中 3
例、乳癌で 9例中 6例、胆嚢癌で 4例中 9例、膵癌で 9例中 5例、漿液性卵巣癌 5例中
4 例、粘液性卵巣癌 4例中 1例、子宮頸部腺癌 5例中 1例、子宮頸部扁平上皮癌 5例中
1 例、子宮内膜癌 9例中 9例、セミノーマ 5例中 3例、神経芽細胞腫 2例中 2例、肝芽




(C) 肺腺癌細胞株培養上清中の drebrin の検出 
肺腺癌細胞株 PC-9で無血清培地に替え、血清飢餓 72時間後の上清で drebrin の発現を
ウエスタンブロットで確認できた。また血清飢餓 12時間後の上清から 70kDa 付近でも
バンドが確認できた。(図３６) 市販の抗 drebrin 単クローン抗体(M2F6)と今回作製し
た抗 drebrin 単クローン抗体(B246、C220、313、C344)を用いて、70ｋDa付近のバンド


















bronchioloalveolar carcinoma: LBAC)、type B:LBAC に肺胞構造の虚脱が加わった腫
瘍、type C’:LBAC に 5㎜以内の繊維芽細胞増殖巣が加わった腫瘍、Type C:LBACに 5
㎜を超える繊維芽細胞増殖巣が加わった腫瘍に分けられる。一方、肺胞構造を破壊しな
がら増殖する腺癌は、type D:低分化腺癌、type E:腺房腺癌、type F:真の乳頭状腺癌






認めなかったものの、de novo 癌である野口分類 type D・E・Fを除いた type A-Cの解
析では、drebrin 発現が強くなると予後増悪に関わることが統計学的に証明された。野
口分類の type A・B・C’で術後生存率 100％であり、type C になると術後生存率 75％







においては、蛋白レベルでの肺腺癌における drebrin の過剰発現を新しく報告した。 
























に近い血管で染色を認めた。(図３２) 腫瘍血管における drebrin の発現に関しては膀
胱癌で報告がある。この染色が血管内皮をみているのが、平滑筋をみているのか、分解
産物をみているのかは、不明である。今後明らかにしていきたい。 








 免疫組織化学以外において drebrin をバイオマーカーとして利用するための試みと


















質・細胞膜に特異的に染色される単クローン抗体を 4つ樹立し、全て drebrin を認識し
ていた。胎児期に発現している drebrin は、肺腺癌細胞に発現しており、ほとんどの
正常組織で発現していないことから、胎児性癌マーカーの定義に合致した。 
第 2章では、肺腺癌を対象に drebrin の臨床病理学的特徴とバイオマーカーとしての
有用性を検討した。手術切除された肺腺癌 200症例の drebrin 発現の検討では、156 例
(78％)陽性であり、加えて drebrin 弱発現群と強発現群に分けた場合、強発現群は統計
学的有意に予後増悪と関連がみられた。本研究において drebrinは肺腺癌において新奇
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